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(57) Abstract 

A vaccine formula for treating equine and particularly horse diseases, including at least three polynucleotide vaccine valencies that 
each include a plasmid containing an equine pathogen valency gene capable of being expressed in vivo in host cells. Said valencies are 
selected from the group which consists of equine rhinopneumonitis virus EHV, equine influenza virus EIV and tetanus antitoxin. Said 
plasmids include one or more genes per valency, and said genes are selected from the group which consists of gB and gD for equine 
rhinopneumonitis virus, HA, NP and N for equine influenza virus, and a gene coding for all or part of subunit C of CI. tetani. 

(57) Abrege* 

, ^/°™ ule dc vaccin contr e ces pathologies des equides et notamment des chevaux, comprenant au moins 3 valences de vaccin 
polynucldotidique comprenant chacune un plasmide integrant, de maniere a Texprimer in vivo dans les cellules notes, un gene d'une 
valence de pathogene equin, ces valences dtant choisies parmi celles du groupe consistant en virus de la rhinopneumonie equine EHV virus 
de la grippe equine EIV et anatoxine de la toxine tdtanique, ces plasmides comprenant, pour chaque valence, un ou plusieurs des genes 
choisis panm le groupe consistant en gB et gD pour Ie virus de la rhinopneumonie equine, HA, NP, N pour le virus de la grippe equine et 
un gene codant pour tout ou partie de la sous-unit6 C de CI. tetani. 
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FORMULE DE VACCIN WWcUOtaioo, CONTRE «. PATHOLOGIES 



— DU 

CHEVAL 



La presente invention est relative a one formule de vaccin 
:r ttant , la — ination des elides, nota^ent des cZZ^ 
EUe est egalement relative a une methode de vaccL^on 
correspondante. vaccination 

La pathologie des chevaux presente une assez grande 
diverse. Outre le S pathologies respiratoires Men connuef 

sen, rL rhln ° P — ie « 1* ^iPPe. les chevaux son" 

sen S1 bles, notamment sur le continent americain. aux diverses 
encephal.tes. Enfin. les chevaux presentent diverses autrL 
pathologies parmi le Sq uelles on peut citer. notamment. lm 
tetanos, la maladie de Lyme, 1'arterite equine, sans oublier 
les nsques d' exposition au virus de la rage. 

Les conditions d< exposition des chevaux aux divers 
microorganismes pathogenes ont ete multiplies par les 
deplace m ents de nombreux chevaux sur les distances importantes 

Tnfelt tSrre ° U P " V ° ie a6rlenne ' de SO " e **• le 

mfectieux a tendance a augmenter. 

dans le C ° mP ; e " tenU du CO<lt 6lev * - ces animaux. notamment 
dans le cas des reproducteurs . des chevaux de selle" et des 
chevaux de course, il est economiquement important de contr61er 
le plus possible les risques infectieux se traduisant par de 
longues indisponxbilites de l^imal. voir sa perte. XI existe 
de^aun certain nombre de vaccins pour chevaux. dont 
1 efficacite est variable. 

Ainsi. ont ete developpes. pour la rhinopneumonie equine 
provoquee par les differentes souches d'herpes virus equin 

«Zdanr/ aCClnS inaCtiV * S ° U de -us-unites, qui presentent . 
cependant tous un certain nombre de limites se traduisant par 
des protections incompletes et de courte duree et 
eventuellement des problemes d'innocuite lies aux adjuvants 

utilises . 

La grippe equine constitue egalement une pathologie 
.mportante. qu e 1<on cherche< , galfiment a prevenir par la 

vaccination. Les vaccins utilises sont des vaccins inactive* ou 
de sous-unites, qui presentent une certaine efficacite mais qui 
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ne restent pas neanmoins sans probleme. En e ff et „ 
fr equent la p rot e= ti on n e soit pas cc mp l, te ec elle ™ 

Pour la rhinopneumonie, des revaccinations . ' 
renconcrer des probl^mes d'innocuici. ■ USS1 

Des vaccins 4 base d'anatoxine antit^tanique ont 
«. -i. *u point et Presencent une . fflcMlt< ™ * 6ment 

II existe egalement des vaccins contra ! "laoie. 

realist r SOClaCi ° nS d * Vel °^ e « *«-QU'A Present etaient 

serenes antigenes utilises of =„ _i 
elles m s B « 1S6S et au P lan des formulations 

eiies-memes, notamment dans le ea-s «,s i. 

des vaccins inactives et de! COmblne * U f ° iS 

egalement le proMe^ £ 1 " ' " " P ° SS 

combines et au^T H 7, Nervation de tels vaccins 

« .nc.ph.li*., oTttlL »l«c. g ripp. s 

vols d .a.uu.cr.tlon „„ t . e4 propose, 
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Untraperitoneale. ■ intraveineuse. intra.usculaire. 
transcutanee, intr^^., mucosale , etc .). Different* moyens 
de vaccination peuvent Element etre utilises. tels que ^ 
depose a la surface de particules d'or et projete de 21 

152 154. 1992) et les m^ecteurs par jet l iq uide permettant 
d assurer la transfection a la fois dans la peau. I 

6 V 1SSUS *" is — 1- dssus ma^naires (PurCh T t al 
Analytical Biochemistry. 205. 365-368, 1992) 

Les vaccins polynucleotidiques peuvent u t il ise r aussi bien 
des »» nus que des AON forties, par exe m ple au sein lis 
liposomes ou de lipides cationiques. 

N P I! V ! CCeUrS P ° lynUcl * otidi «ues, integrant les genes HA ou 

vLrir! 683 ^ pour ie virus de ia grippe 

vxrus, che Z la sourxs. le furet et le poulet. Aucune donnee 
n est disponible chez le cheval . 

Concernant le tetanos, il a ete rapporte. recemment, que 
1 ammunition de souris par un plasmide exprimant. avec le 
fragment c. la region C-terminale non toxique de la toxine 
tetanique. mduisait 1 - apparition d'anticorps sero-protecteurs 
cnez la souris . 

II n'est cependant pas possible de transposer directement 
r Lble n s Se r n T ntS r6SUltatS 0bte " us <*« ces ani ma ux de 

lL malifT r S CSlUi d ' aUt " S « not mt 

les mammiferes de grandes tailles. 

l a n^r^" 10 " 6qUi ^ S " noCa ™ e " des chevaux contre 

la pathologie infectieuse demande done tou jours 
amelioree 



etre 



multivaf T tl0n 86 Pr ° POSe ^ f ° Urnir Une f0rmule de vaccla 
multivalent permettant d'assurer une vaccination des equides, 

et notamment des chevflnv ~ - . 

pathogenes. ^ n0lnbre d ' a * ents 

formule 3 d tre ° bjeCtif ^ 1,invention de fournir une telle 
^Zntant 6 ! VaCC1 \ aSS ° Ciant dlff6 " nt ~ valences tout en 
de Cr " 6reS dS —P«^ili Ce et de stabilite 

aes valences entre elles. 

fornJe d"'" •« de fournir une telle 

formule de vaccxn permettant d'associer differentes valences 
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dans un meme vehicule. 

Un autre objectif de 1- invention est de fournir une te n 
formule de vaccin qui soit de mise en q « 
coQteuse. aisee et peu 

Un autre objectif encore de 1- invention est de fourn< 
telle formule et une methode de vaccination des c hev ™ 
permette d'obtenir une protection, y compris une T 
-Itivalente. avec un niveau eieve d-.f^"^ 
duree, et une bonne innocuite. l0ngUe 
La presente invention a done pour objet une formule de 

chevaux covenant au mo ins 3 valences de vice" 
Polynucleotide covenant chacune un plasmide integrant H 
7 ere * ^"-r - vivo dans les cellules, un gfne "'une 
va en C e de pathogene equin. ces valences etant choisies P Zl 
celles du groupe consistant en virus de la rhinopneulnie 

;:;;:, EHV ' vi r ia «v.. t i. ^j^rs 

TuT T Pl r md6S pour chaque valence, un ou 

Plus.eurs des genes choisis parmi le groupe consistant en gB et 
gD pour le vxrus de la rhinopneumonie equine. HA, W . N pc l le 
vxru. de la gnppe equine et un gene codant pour tout 
de la sous-unite C de la toxine tetanique. 

Par valence, dans la presente invention, on entend au 
-oxa. un antigene assurant une protection contre le virus du 
pathogene considere. la valence pouvant contenir. a titre de 
sou, valence, un ou pl us i eurs genes naturels ou modifies d unl 
ou Plusieurs souches du pathogene considere 

g*ne Toitel d ' a9ent °» ■»» seulement le 

Lfxerent ^ ^ S *«— nucleotides 

t J y compris fragments, conservant la capacitT a 

induxre une reponse protectee . La notion de gene recouvre les 

::™ntT 6ot i diques * ^ 

Precisement dans les exeznples, c ' est-A-di i„= 

jj--. r ' =sc-a-aire les sequences 

differences mais codant Dour 1* ences 

au<5t! , , . P ° Ur la meme Proteine. Elle recouvre 

pathoae SeqU6nCeS ""cMotldique. d'autres souches du 

116 co -^-e, assurant une protection croisee ou une 

LcL: :° n en SPeCif r e ^ S ° UChe OU — pe de souche. Elle 
recouvre encore les sequences nucleotidiques oui pnt 



ete 
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modifiees pour facilit^r- i <~ v ~, 

» "u:er 1 expression xn vivo p ar 1' animal h6te 

mais codant pour l a meme proteine. 

Ainsi. de maniere particulierement preferee, ie vaccin 
selon I- invention comprend dans la val ence rhinopneumonie 
equine, au moms un antigene de la souche EHV-1 et 
antigene de la souche «,_«. et d e preference VleTe 

Les quantites therapeutiquement efficaces des valences 
polvnucleotidiques sonC contenues ou destinees a . t " 
continues, dans un vehicule convenable pour une administration 
a 1 animal, et de preference pour une administration 
intramusculaire. De preference, ce vehicule est un vehicule 
aqueux depourvu de constituants huileux. 

En ce qui concerne la valence rhinopneumonie equine, on 
preferera associer les genes gB et go. de preference des 
souches EHV, notamment souches 1 et 4 . 

En ce qui concerne la valence grippe equine, on prefere 
utiliser le gene, codant pour 1 ' hemagglutinin. ' HA ou 
1 association des genes codant pour HA et NP. De preference, on 
associera dans le meme vaccin, les sequences HA de virus 
influenza, en particulier des differences souches rencontrees 
sur le terrain. En revanche, NP assure une protection croisee 
et l on pourra done se concenter de la sequence d'une seule 
souche du virus . 

Pour la valence tetanos, on preferera la sous-unite C 
eventuellement modifiee par mutation ou deletion 

L< association de genes codant pour plusieurs antigenes 
d une meme valence, ou d'une meme souche dans une valence, peut 
etre realisee par le melange de plasmide exprimant un seul 
antigene. ou au contraire en inserant plusieurs genes dans un 
meme plasmide. 

La combinaison des dif ferentes valences du vaccin selon 
1 invention peut etre effectuee, de preference, par melange de 
Plasmides polvnucleotidiques exprimant un ou des antigenes de 
chaque valence, mais on peut 6galement pr<|voir de faire 

primer plusieurs antigenes de plusieurs valences par un meme 
vecteur de type plasmidique. 

Dans une forme perf ectionnee de 1' invention, la 
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formulation peut encore comporter une ou plusieur S autres 
valences d< autres pathogenes des equins. et notamment des 
valences des virus de 1 ' encephalite de 1'Est EEV de 
encephalite de 1- Quest WEV et de 1 • encephalite venezuellenne 
VEV, de preference les trois simultanement . 

Parmi ces valences peuvent egalement figurer 
avantageusement la valence de la maladie de Ly me b 
burgdorferi, de l'arterite equine (EAV) et de la rage 

Parmi les genes des encephalites precitees, on utilise les 
genes des antigenes C et E2. et de preference le gene E2 seul 
ou 1 'association des deux genes E2 et C. 

Dans la valence de la maladie de Lyme, on choisit parmi 
les genes OspA, OspB et plOO. de preference OspA. 

Pour l'arterite equine, on retiendra les genes E, M et N 
seuls ou associes. 

Pour la rage, on retiendra le gene G. 

Une formule de vaccin selon 1' invention pourra se 
presenter sous un volume de doses compris entre 0,1 et 10 ml et 
en particulier entre 1 et 5 ml. 

La dose sera generalement comprise entre 10 ng et 1 mg 
notamment entre 100 ng et 500 ng, et pref erentiellement entre 
1 ug et 250 ug par type de plasmide. 

On utilisera de preference des plasmides nus, simplement 
Places dans le vehicule de vaccination qui sera en general de 
l'eau physiologique (NaCl 0,9 %, , de 1'eau ultrapure. du tampon 
TE, etc. on peut bien entendu utiliser toutes les formes de . 
vaccin polynucleotidique decrites dans 1'art anterieur 

Chaque plasmide comprend un promoteur apte a assurer 
1' expression du gene insere sous sa dependance dans les 
cellules notes. II s . agira , en general> ^ promoteur 
eucaryote fort, et en particulier d'un promoteur precoce du 
cytomegalovirus CMV-IE, d'origine humaine ou murine, ou encore 
eventuellement d'une autre origine telle que rat. pore, cobaye. 

De maniere plus generale, le promoteur pourra etre soit 
d'origine virale, soit d'origine cellulaire. Comme protecteur 
viral autre que CMV-ie, on peut citer le promQteur pr . coce ou 

tardif du virus SV 40 ou le promoteur LTR du virus du Sarcome 
de Rous . ii peut aussi s , agir d , un promoCeur du v . rus donc 
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prevent le gene. par temple le promofur. propre au gene 

Conune promoteur cellulaire, on peut citer le pro.oteur 
d un gene du cytosquelette. tel p ar exe mp ie le proLtlur Z 
la des.ine (Pol.ont et al., Journal of submicro S =op ic Cy to To^ 
and Pathology. 1990 . 22 , 117 . 122 ; ^ • et ai o e ! 

1989. 78. 243-254,. ou encore le pro m oteur de 1 acttne' 

Lorsque plusieurs genes sont present ^ 
PL-i-.. ceux-ci P euvent to present " la^L ^itl^ 
transcription ou dans deux unites differences 

li' invention a encore pour objet des formules de vaccin 
-novalent co.prenant un ou plusieurs plas.ides codant pour Z 
ou plusxeurs genes de 1 • un des agents pathogenes precipes It 
nota^ent de la rhinopneu^onie ou de la ma iadie de L yle H 
1 ar erite equine, de 1 ' encephalite de 1'Est. de l^c^Liitl 
de 1 ouest et de 1 • encephalite venezuelienne, les genes etant 
: t deCrltS PlUS h — C« ^—les peuvent cojrendre les 

des genes d'un m eme pathogene et leur confcinaison, la 
exposition des plas.ides, lmm volumes de doses< leg 

La presente invention a egalen.ent pour objet une methode 
de vaccination des equid.s et notanunent des chevaux contre de^ 

If La": d lnfSCC ' eUSeS ' C ° mPrenant ^'^-ration d'une do" 
efficace d'une formula de vaccin. multivalente ou monovalente. 
telle que decrite plus haut. 

t-uJTuVT 0 ** ^ VaCCinaCion c -P-nd 1' administration 
d une ou de plusieurs doses de la formule de vaccin 

de ies vacc df ff r lon l,invention p ™ 

Proposees dan's ^ J^^T^ 

, Pref^rera cependant nettement la 

mtramusculaire . 



voxe 



d ' un 



On peut aussi vacciner par voie intradernuque a 1'aide 

.ultiplirer ^ liqUid6 ' ^ P-r Jets 

d M en ParClCuli « - injecteur utilisant une tete 

coi:::: n d e m rr 6 d t e rou p s lusi r trous ou buses; — 

a 6 trous ou buses, tel que l'appareil Pig jet 
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fabrique et distribue r^-r* i = . , , 

France Endosc °Ptic. Laons , 



L. volume de dose pour un tel appareil sera reduit de 
preference entre 0 . 1 et 0 . 9 ml , en particulier entre 0,2 et 0 5 
ml et -ntageuse^t entre 0,4 et 0.5 ml, le volume 

• ere ad^nxstre en une ou plusieurs, de preference 2 
applications. f«ierence 2, 

Les vaccins monovalents precites peuvent etre notamment 

lllSeS . P ° Ur la P'*P««ion du vaccin polyvalent selon 
1' invention. ion 

Les formules de vaccin monovalent peuvent aussi etre 
ut.lxsees associees a un vaccin d'un autre type (entier vivant 
ou inactive, recombinant. sous-unite) contre une autre 
pathologie ou comme rappel d'un vaccin comme decrit ci-apres 

La presente invention a en effet encore pour objet 
1 utilisation d'un ou de plusieurs plasmides selon ^invention 
pour la fabrication d'un vaccin destine a vacciner des chevaux 
pnmo-vaccines au moyen d'un premier vaccin classique 
(monovalent ou multi-valent) du type de ceux de l-art 
anterieur, choisi notamment dans le groupe consistant en vaccin 
entier vivant, vaccin entier inactive, vaccin de sous-unite 
vaccin recombinant, ce premier vaccin presentant (c • est-a-dire 
contenant ou pouvant exprimer) le ou les antigene(s) codets, 
par le ou les plasmide(s) ou antigene(s) assurant une 
protection croisee. 

De maniere remarquable. le vaccin polynucleotide a un 
effet de rappel puissant se traduisant par une amplification de 
la reponse immunitaire et 1 • instauration d'une immunite de 
longue duree. 

De maniere generale, les vaccins de primo-vaccination 
pourront etre choisis parmi les vaccins commerciaux disponibles 
aupres des differents producteurs de vaccins vet^rinaires 

Dans une forme de mise en oeuvre preferee du procede selon 
1' invention, on administre dans un premier temps, a 1' animal, 
une dose efficace du vaccin de type classique. notamment 
inactive, vivant, attenue ou recombinant, ou encore un vaccin 
de sous-unite de facon a assurer une primo-vaccination, et, 
apres un delai de preference de 2 a 4 semaines. on assure 
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1 1 administration du uarrin i 

vaccm polyvalent ou monovalent s -ion 
1 ' invention. 5 "* on 



L mvention a aussi pour objet un kic dg vaccina 
regroupant une formule de vaccin selon V invention at un vaccin 
de prime- vaccination tel que decrit ci-dessus. Elle a aussi 
trait * one formule de vaccin selon 1- invention accompagnee 
d une notice indiauant 1'usage de cette for.ule conune rappel 
d une primo-vaccination telle que decrite ci-avant 

1/ invention conc.rne aussi la methode de preparation des 
forties de vaccin, * sa voir la preparation deS valences , t 
leurs melanges, telle qu'elle ressort de cette description 

L ' invention va etre maintenant decrite plus en detail a 
1'aide de modes de realisation de !• invention pris en reference 



aux dessins, 
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Figure N° 2 


Plasmide D.AB042 
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Fiaure N° 3 • 


Plp«;miHo nAROQI 
riaaiuiuc pMDUO 1 




Fiaurp Ni ° A. * 
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riyuic in o « 


sequence du gene HA Grippe equine souche Fontainebiea 
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SEQ ID No 8 : Oligonucleotide A8076 

SEQ ID N° 9 : Oligonucleotide AB015 

SEQ ID N° 10 : Oligonucleotide AB07 6 

SEQ ID N° 11: Oligonucleotide AB077 

5 SEQ ID N° 12: Oligonucleotide AB078 

SEQ ID N° 13 : Oligonucleotide AB186 

SEQ IDN° 14: Oligonucleotide ABl 87 

SEQ ID No 15 : Sequence du gene HA Grippe equine (souche Fomainebfeau) 

SEQ ID N° 16 : Oligonucleotide AB156 

10 SEQ ID N° 17 : Oligonucleotide AB1 59 

SEQ ID N° 18 : Oligonucleotide AB1 57 

SEQ ID N° 19 : Oligonucleotide AB128 

SEQ ID N° 20 : Oligonucleotide AB1 29 

SEQ ID N° 21 : Oligonucleotide AB038 

15 SEQ ID N° 22 : Oligonucleotide AB039 

SEQ ID N° 23 : Oligonucleotide AB176 

SEQ ID N° 24 : Oligonucleotide AB177 

SEQ ID N° 25 : Oligonucleotide AB174 

SEQ ID N° 26 : Oligonucleotide AB175 

20 SEQ ID N° 27 : Oligonucleotide AB180 

SEQ ID N° 28 : Oligonucleotide AB181 

SEQ ID N° 29 : Oligonucleotide AB178 

SEQ ID N° 30 : Oligonucleotide A8179 

SEQ ID N° 31 ; Oligonucleotide ABl 84 

25 SEQ ID N° 32 : Oligonucleotide AB1 85 

SEQ ID N° 33 : Oligonucleotide AB182 

SEQ ID N° 34 : Oligonucleotide ABl 83 

SEQ ID N° 35 : Oligonucleotide AB01 1 

SEQ ID N° 36 : Oligonucleotide AB012 
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EXEMPLES 



Exemple 1 : Culture des virus 

Les vims sont cultives sur le systems cellulaire approprie jusqu'a obtention d'un 
5 effet cytopathique. Les systemes cellulaires a utiliser pour chaque virus sont 
bien connus de I'homme du metier. Brievement, des cellules sensibles au virus 
utilise, cultivees en milieu minimum essentiel de Eagle (milieu "MEM) ou un 
autre milieu approprie, sont inoculees avec la souche virale etudiee en utilisant 
une multiplicity defection de 1. Les cellules infectees sont alors incubees a 
10 37°C pendant le temps necessaire a ('apparition d'un effet cytopathique 
complet (en moyenne 36 heures). 

Exemple 2 : Culture des bacteries: 

Titanos Les bacteries sont cultivees dans les milieux appropries et selon 

15 les conditions bien connues de I'homme de I'art de maniere a obtenir une 
biomasse bacterienne suffisante pour I'extraction du materiel genetique. Cette 
extraction se fait selon les techniques usuelles decrites par Sambrook J. era/. 
{Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2"> Edition. Cold Spring Harbor 
Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1 989). 
20 Les souches de Borrelia burgdorferi sont cultivees dans les milieux appropries 
et selon les conditions bien connues de I'homme de I'art. Ces conditions et 
milieux somen particulier decrits par A. Barbour (J. Biol. Med. 1984. 57. 71- 
75). L'extraction de I'ADN bacterien a ete realise" selon les conditions decrites 
par W. Simpson et al. (Infect. Immun, 1990. 58. 847-853). Les techniques 
25 usuelles decrites par J. Sambrook at al. (Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual. 2 nd Edition. Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New 
York. 1989) peuvent egalement etre utilisees. 

Exemple 3 : Extraction des ADNs genomiques viraux: 
30 Apres culture, le surnageant et les cellules lyse s sont recoltees et la totalite de 
la suspension virale est centrifuges a 1000 g pendant 10 minutes a + 4°C 
pour eliminer les debris cellulaires. Les particules viraJes sont alor.s recoltees par 



A 
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u.tracentrifugation a 400000 g pendant , heure a + Le cute, est repris 

dans un volume minimum de tampon (Tris io mM. EDTA , mM) 
suspension vira.e concentree est traitee par ,a proteinase K „00„,m. final) en 
presence de sodium dodecyl sulfate (SDS) (0.5% final, pendant 2 heures a 
5 37-C. L'ADN vira, est ensuite extrait avec un melange de pheno./chloroforme 
pu,s precipite avec 2 volumes d'ethanol absolu. Apres une nuit a - 20°C I'ADN 
est centrifuge a 10000 g pendant 15 minutes a + 4°C. Le culot d'ADN est 
seche, puis repris dans un volume minimum d'eau u.trapure sterile. II peut alors 
etre digere par des enzymes de restriction. 



10 



Exemple 4 : Isolement des ARNs genomiques viraux 

Les virus a ARN ont ete purifies se.on les techniques bien connuesde I'homme 
du metier. L'ARN vira. genomique de cheque virus a ete ensuite' iso.e en 
ut.hsant la technique detraction "thiocyanate de guanidium/phenol-' 
1 5 chloroforme" decrite par P. Chomczynski et N. Sacchi (Anal. Biochem. 1 987 
162. 156-159). 

Exemple 5 : Techniques de biologie moleculaire 

Toutes les constructions de plasmides ont ete realisees en utilisant les 
20 techniques standards de biologie moleculaire decrites par J. Sambrook at al 
molecular Coning: A Laboratory Manual. 2" Edition. Cold Spring Harbor 
Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). Tous les fragments de 
restnction utilises pour la pnisente invention ont ete isoles en utilisant le kit 
"Geneclean" (810101 Inc. La Jolla, CA). 

25 

Exemple 6 : Technique de RT-PCR 

Des oligonucleotides specifics (comportant a leurs extremes 5' des sites de 
restriction pour faciliter le clonage des fragments amplified ont ete synthases 
de telle facon qu'ils couvrent entieremant les regions codantes des genes 
30 devant etre amplifies (voir examples specifiques). La reaction de transcription 
inverse (RT) et ('amplification en chalne par polymerase (PCR) ont ete 
effectuees selon les techniques standards (Sambro k J..er.a/. 1989). Cheque 
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reaction de RT-PCR a ete faite avec un couple d'amplimers specifies et en 
prenant comme matrice I'ARN genomique viral extrait. L'ADN complemented 
ampl.f.e a ete extrait au phenol/chloroforme/alcoolisoamylique (25:24:1) avant 
d'etre digere par les enzymes de restriction. 

Exemple 7 : pfasmide pVR1012 

Le Pl asmide pVR1012 (Figure N° 1, a ete obtenu aupres de Vical Inc. San 
D.ego. CA, USA. Sa construction a ete decrite dans J. Hartikka eta,. (Human 
Gene Therapy. 1996. 7. 1205-1217). 



10 



Exemple 8 : Construction du plasmide pAB042 (gene EHV-1 gB) 
Une reaction de PCR a ete realises avec I'ADN genomique de I "herpesvirus 
equindetype 1 (EHV-1 ) (Souche Kentucky D) (P. Quo era/. J. Virol. 1990. 641 . 
2399-2406) et avec les oligonucleotides suivants: 
15 AB0 13 (32 mer) (SEQ ID N° 1) 

5'AAAACTGCAGCCGTCATGTCCTCTGGTTGCCG 3' 
AB014 (39 mer) (SEQ ID N° 2) 

5'ATAAGAAGCGGCCGCTAAACATGTTTAAACCATTTTTTC 3' 
pour isoler ie gene codant pour la glycoprotein* gB (EHV-1 gB) sous la forme 
20 d'un fragment Pstl-Notl. Apres purification, le produit de PCR de 2981 pb a ete 
dig<§r(§ par Psti et Atari pour isoler un fragment Pstl-Notl de 2959 pb. Ce 
fragment a 6te ligature avec le vecteur P VR1012 (exemple 7). prealablement 
dig^rd avec Psti et Not\, pour donner le plasmide pAB042 (7841 pb) (Figure N° 



2). 



25 



Exemple 9 : Construction du plasmide pAB031 (gene EHV-4 gB) 

Une reaction de PCR a ete realisea avec I'ADN genomique de ('herpesvirus 
<5quin de type 4 (EHV-4) (Souche 1942) (M. Riggio eta/. J. Virol. 1989. 63. 
1 1 23-1 1 33) et avec les oligonucleotides suivants: 
30 AB071 (38 mer) (SEQ ID N° 3) 

5'AAAACTGCAGACATGTCCACTTGTTGCCGTGCTATTTG 3' 
AB074 (36 mer) (SEQ ID N° 4) 
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5'CTAGTCTAG ATTAAACCATTTTTTCGCTTTCCATGG 3' 
pour amplifier U n fragment de 2949 pb contenant le gene codant pour la 
glycoproteine gB du EHV-4 sous la forme d'un fragment Pstl-Xbal. Apres 
purification, le produit de PCR a ete digere par Pstl et Xba\ pour donner un 
fragment Pstl-Xbal de 2931 pb. 

Ce fragment a e"te ligature avec le vecteur P VR 1 0 1 2 (exemple 7). prealablement 
dige-re avec Pstt etXbal. pour donner le plasmide pAB031 (7806 pb) (Figure IM° 



3> 



1 0 Exemple 10 : Construction du plasmide pAB013 (gene EHV-1 g D) 

Une reaction de PCR a ete nSalisee avec I'ADN genomique de ('herpesvirus 
equin de type 1 (EHV-1) (Souche Kentucky D) (J.C. Audonnet et al. J. Gen. 
Virol. 1 990. 71. 2969-2978) et avec tes oligonucleotides suivants: 
AB030 (32 mer) (SEQ ID N° 5) 

15 5'AAAACTGCAGCATGTCf ACCTTCAAGCTTATG 3' 
AB031 (37 mer) (SEQ ID N° 6) 

5'CGCGGATCCTTACGGAAGCTGGGTATATTTAACATCC 3' 
pour isoler le gene codant pour la glycoproteine gD (EHV-1 gD) sous la forme 
d'un fragment Pstl-BamHI. Apres purification, le produit de PCR de 1228 pb a 
20 ete digere par Pst\ et BamH\ pour isoler un fragment Pstl-BamHI de 1 21 1 pb. 
Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1 01 2 (exemple 7), prealablem nt 
digere avec Pst\ et BamH\. pour donner le plasmide pAB013 (6070 pb) (Figur 
N"» 4). 

25 Exemple 11 : Construction du plasmide pAB032 (gene EHV-4 gD) 

Une reaction de PCR a ete realisee avec I'ADN genomique de I'herpesvirus 
equin de type 4 (EHV-4) (A. Cullinane et al. J. Gen. Virol. 1993. 74. 1959- 
1 964) et avec les oligonucleotides suivants: 
AB075 (33 mer) (SEQ ID N° 7) 

30 5'AAAACTGCAGATATGTCTACCTTCAAGCCTATG 3* 
AB076 (33 mer) (SEQ ID N° 8) 

5'CGCGGATCCTTACGGAAGCTGAGTATATTTGAC 3' 
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pour isoier !e gene codant pour la glycoproteine gO du EHV-4 (EHV-4 gD) sous 
la forme d'un fragment Pstl-BamHI. Apres purification ie produit de PGR de 
1 230 pb a ete digere par Pstl et BamHl pour isoier un fragment Pstl-BamHI de 
1212 pb. Ce fragment a M ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 7) 
5 prealablement digen* avec Pstl et BamHl pour donner le plasmide pAB032 
(6071 pb) (Figure N° 5). 

Exemple 1 2 : Construction du plasmide p AB043 (gene grippe equine HA souche 
Prague) 

10 Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 6 a ete 
realist avec I'ARN genomique du virus de la grippe equine (Equine Influenza 
Virus ou EIV) (Souche H7N7 Prague) (J. Mc Cauley. N° d'acces sequence sur 
Genbank = X62552), prepare selon la technique decrite dans I'exemple 4, et. 
avec les oligonucleotides suivants: 

1 5 AB01 5 (36 mer) (SEQ ID N° 9) 

5 ' ACGCGTCG AC ATG AAC ACTC AA ATTCTAATATTAGC 3' 
AB016 (35 mer) (SEQ ID N° 10) 

5'CGCGGATCCCTTATATACAAATAGTGCACCGCATG 3' 
pour isoier le gene codant pour la glycoproteine HA du virus de la grippe Equine 
20 sous la forme d'un fragment Sall-BamHI. Apres purification, ie produit de RT- 
PCR de 1733 pb a et6 digere par Sa/\ et BamHl pour isoier un fragment Sail- 
BamHl de 1720 pb. Ce fragment a 6x6 ligaturd avec le vecteur pVR1012 
(exemple 7), pnSalablement dtge><§ avec Sa/1 et BamHl pour donner le plasmide 
PAB043 (6588 pb) (Figure N° 6). 

25 

Exemple 13 : Construction du plasmide pAB033 (gene Grippe equine HA 
souche Suffolk) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 6 a ete* realisee avec 
I'ARN genomique du virus de la grippe Equine (EIV) (Souche Suffolk) (M. Binns. 
30 N° d'acces sequence sur Genbank « X68437), prepare selon la technique de 
I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB077 (33 mer) (SEQ ID N° 11) 
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5'ACGCGTCGACGCATGAAGACAACCATTATTTTG 3' 
AB078 (34 mer) {SEQ ID N° 12) 

5'CGCGGATCCTCAAATGCAAATGTTGCATCTGATG 3' 
pour isoler le gdne codant pour la glycoprotSine HA du virus de (a grippe equine 
sous la forme d'un fragment Sall-BamHI. Apr£s purification, le produit de RT- 
PCR de 1729 pb a ete digere par Sa/I et BamHl pour isoler un fragment Sall- 
BamHI de 1717 pb. Ce fragment a 6t6 ligature* avec le vecteur pVR1012 
{exemple 7), prealablement diger<§ avec Sa/I et BamH\, pour donner le plasmide 
pAB033 (6584 pb) (Figure N° 7). 



10 



Exemple 14 : Construction du plasmide pAB099 (gene Grippe equine HA 
souche Fontainebleau) 

Une reaction de RT-PCR sefon I'exemple 6 a 6t6 nlalisee avec I'ARN genomique. 
du virus de la grippe Equine (E1V) (Souche Fontainebleau), preparl selon 
1 5 I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB1 86 (32 mer) (SEQ ID N° 13) 

5'TTTGCGGCCGCATGAAGACAACCATTATTTTG 3' 
AB187 (35 mer) (SEQ ID N° 14) 

5'TTTGCGGCCGCTTACTCAAATGGAAATGTTGCATC 3' 
20 pour isoler le gdne codant pour la glycoprot^ine HA du virus de la grippe equine 
(souche Fontainebleau) (Figure N° 8 et SEQ ID N° 15) sous la forme d'un 
fragment Notl-Notl. Aprfcs purification le produit de RT-PCR de 1 724 pb a et6 
digSrS par Not\ pour isoler un fragment Notl-Notl de 1710 pb. Ce fragment a 
<*t<§ ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 7), prealablement dig«5rd avec 
25 Not\ t pour donner le plasmide pAB099 (6625 pb) qui contient le gfcne HA 
(grippe equine souche Fontainebleau) dans la bonne orientation par rapport au 
promoteur (Figure N° 9). 

Exemple 1 5 : Construction du plasmide pAB085 (gdne Grippe equine HP souche 
30 Prague) 

Une reaction de RT-PCR selon ia technique de I'exemple 6 a 6t6 nSalisee avec 
I'ARN gSnomique du virus de la grippe equine (EIV) CSouche H7N7 Prague) (O. 



WO 98/03198 



PCT/FR97/01314 - 



18 

Gorman era/. J.Virol. 1991. 65. 3704-3714), prepare selon la technique de 
I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB156 (32 mer) (SEQ ID N° 16) 

5'CCGGTCGACATGGCGTCTCAAGGCACCAAACG 3' 
5 AB159 (34 mer) (SEQ ID N° 17) 

5'CGCGGATCCTTAATTGTCAAACTCTTCTGCATTG 3' 

pour isoler le gene codant pour la nucleoproteine NP du virus de la grippe 
equine sous la forme d'un fragment Sall-BamHI. Apres purification, le produit 
de RT-PCR de 1 51 5 pb a ete digere par SaA et BamH\ pour isoler un fragment 
10 Sall-BamHI de 1503 pb. Ce fragment a ete* ligature avec le vecteur pVR1012 
{exemple 7), prdalablement digere avec Safl et BamH\, pour donner le plasmide 
pAB085 (6371 pb) (Figure N° 10). 

Exemple 1 6 : Construction du plasmide p AB084 (gene Grippe equine NP souch 
15 Jillin) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 6 a ete realisee avec 
I'ARN g^nomique du virus de la grippe "equine (EIV) (Souche H3N8 Jillin) (O. 
Gorman et a/. J. Virol. 1991. 65. 3704-3714), prepare* selon la technique de 
I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
20 AB156 (32 mer) (SEQ ID N° 16) 

5'CCGGTCGACATGGCGTCTCAAGGCACCAAACG 3' 
AB157 (34 mer) (SEQ ID N° 18) 

5'CGCGGATCCTTAATTGTCATATTCCTCTGCATTG 3' 

pour isoler le gene codant pour ta nucldoproteme NP du virus de la grippe 
25 Equine sous la forme d'un fragment Sall-BamHI. Apres purification, le produit 
de RT-PCR de 1 51 5 pb a et<§ dige>6 par SaA et BamW pour isoler un fragment 
Sall-BamHI de 1 503 pb. Ce fragment a et§ ligaturd avec le vecteur pVR1012 
(exemple 7), prSalablement diger$ avec Sail et BamHI, pour donner le plasmide 
pAB084 (6371 pb) (Figure N° 11). 
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Exemple 17 : Construction du plasmide pAB070 (gene sous-unite C toxine 
tetanique) 

Une reaction de PCR a ete realisee avec I'ADN genomique de Clostridium tetani 
(Souche CN3911) (N. Fairweather et a/. J. Bact. 1986. 165. 21-27) prepare 
5 selon la technique de I'exemple 2, et avec ies oligonucleotides suivants: 
AB128 (34 mer) (SEQ ID N° 19) 

5'AAACTGCAGATGAAAAATCTGGATTGTTGGGTTG 3' 
A8129 (30 mer) (SEQ ID N° 20) 

5'TTTGGATCCTTAATCATTTGTCCATCCTTC 3' 

1 0 pour isoler la sequence codant pour la sous-unite C de la toxine de Clostridium 
tetani sous la forme d'un fragment Pstl-BamHI. Apres purification, le produitde 
PCR de 1377 pb a et6 digere par Pst\ et BamH\ pour isoler un fragment Pstl- 
BamHI de 1361 pb. Ce fragment a et<* ligature avec le vecteur pVR1012 . 
(exemple 7), prealablement digeVe avecPsrl et BamH\, pour donner le plasmide 

15 pAB07O (6219 pb) (Figure N° 12). 

Exemple 18 : Construction du plasmide pA8017 (gene ospA de Borrelia 
burgdorferi) 

Une reaction de PCR a ete realisee avec I'ADN genomique de Borrelia 
20 burgdorferi (Souche 831) (S. Bergstrom at al. MoL Microbiol. 1989. 3. 479- 
486), prepare selon la technique de I'exemple 2, et avec Ies oligonucleotides 
suivants: 

A8038 (37 mer) (SEQ ID N° 21) 

5'ACGCGTCGACTATGAAAAAATATTTATTGGGAATAGG 3' 
25 AB039 (34 mer) (SEQ ID N° 22) 

5XGCGGATCCCTTATTTTAAAGCGTTTTTAATTTC 3' 

pour isoler le gene codant pour la proline de membrane OspA sous la forme 
d'un fragment Sall-BamHI. Apres purification, le produit de PCR de 842 pb a et6 
digere par Sail et BamH\ pour isoler un fragment Sall-BamHI de 829 pb. Ce 
30 fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1012 (exempl 7), prealablement 
digere avec Sail et BamHI, pour donner le plasmide pA8017 (5698 pb) (Figure 
N° 13). 
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Exemple 19 : Construction du plasmide pAB094 (gene E2 du virus de 
I'encephalite de I'Est) 

Une reaction de RT-PCR selon ia technque de I'exemple 6 a ete realisee avec 
I'ARN genomique du virus de I'encephalite de I'Est (EEV) (Souche North 
5 America 82V2137) (S. Weaver era/. Virology. 1993. 197. 375-390), prepare 
selon la technique de I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB176 (34 mer) (SEQ ID N° 23) 

5'AAACTGCAGATGGATTTGGACACTCATTTCACCC 3' 
A8177 (44 mer) (SEQ ID N° 24) 

1 0 5'CGCGGATCCTCAATAAAAATCATGCCCTCGTCGGCTTAATGCAG 3' 

pour isoler le gene codant pour la glycoproteine E2 du EEV sous ta forme d'un 
fragment Pstl-BamHI. Apres purification, le produit de RT-PCR de 1 294 pb a 6te 
digere par Pstl et BamH\ pour isoler un fragment Pstl-BamHI de 1278 pb. Ce- 
fragment a ete* ligature* avec le vecteur pVR1012 (exemple 7), pr^aiablement 

1 5 dige>e avec Pstl et BamHI, pour donner le plasmide pAB094 (6136 pb) (Figure 
N° 14). 

Exemple 20 : Construction du plasmide pAB093 (gene C du virus d 

I'encephalite de I'Est) 
20 Une reaction de RT-PCR selon la technique de i'exemple 6 a ete reaiisee avec 

I'ARN genomique du virus de I'encephalite de I'Est (EEV) (Souche North 

America 82V2137) (S. Weaver et aL Virology. 1993. 197. 375-390), prepare" 

selon ta technique de I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 

AB174 (33 mer) (SEQ ID N° 25) 
25 5'AAACTGCAGATGTTCCCATACCCTACACTTAAC 3' 

AB175 (45 mer) (SEQ ID N° 26) 

5TGAAGATCTTCAATAAAAATCACCATGGCTCTGACCCCTCTGGTG 3' 
pour isoler le gene codant pour la proteme de capside C (EEV C) sous la forme 
d'un fragment Pstl-Bglll. Apres purification, le produit de RT-PCR de 801 pb a 
30 ete digere par Pstl et Bg!\\ pour isoler un fragment Pstl-Bglil de 785 pb. Ce 
fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 7), prealablement 
digere avec Pst\ et BglW, pour donner le plasmide pAB093*(5650 pb) (Figure N° 
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15). 

Exemple 21 : Construction du plasmide pAB096 (gone E2 du virus de 
I'encephalite de I'Ouest) 

5 Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 6 a ate realisee avec 
I'ARN genomique du virus de I'encephalite de I'Ouest (WEV) (Souche BSF 1 703) 
(C. Hahn etaf. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1988.' 85. 5997-6001). prepare 
selon la technique de I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB180 (35 mer) (SEQ ID N° 27) 

10 5'ACGCGTCGACATGAGCATTACCGATGACTTCACAC 3' 
AB181 (44 mer) (SEQ ID N° 28) 

5'CGCGGATCCTCAATAAAAATCAAGCGTTGGTTGGCCGAATACAG 3' 
pour isoler le gene codant pour la glycoprotein E2 du WEV sous la forme d'un. 
fragment Sall-BamHI. Apres purification, le produitde RT-PCR de 1 304 pb a et6 
15 digere par Sa/I et BamH\ pour isoler un fragment Sall-BamHI de 1291 pb. Ce 
fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 7), prealablement 
dige>e avec Safl et BamH\. pour donner le plasmide pAB096 (61 59 pb) (Figure 
N° 16). 

20 Exemple 22 : Construction du plasmide pAB095 (gene C du virus d 
I'encephalite de I'Ouest) 

Une reaction de RT-PCR selon i'exempia 6 a eta realisee avec I'ARN genomique 
du virus de I'encephalite da I'Ouest (WEV) (Souche BSF1703) (C. Hahn eta/. 
Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 1988. 85. 5997-6001). prepare selon I'exemple 4. et 
25 avec les oligonucleotides suivants: 
AB178 (34 mer) (SEQ ID N° 29) 

5'ACGCGTCGACATGTTTCCATACCCTCAGCTGAAC 3' 
AB179 (44 mer) (SEQ ID N° 30) 

5'CGCGGATCCTCAATAAAAATCACCACGGTTCAGAACCTTCGGGG 3' 
30 pour isoler le gene codant pour la pr rtine de capside C du virus WEV sous la 
forme d'un fragment Sall-BamHI. Apres purification, le produit de RT-PCR de 
809 pb a ete digere par Sa/l et BamH\ pour isoler un.fragment Sall-BamHI de 
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796 pb. Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVRl012 (exempte 7), 
prealabiement diger6 avec Sa/I et BamHi, pour donner le plasmide pAB095 
{5664 pb) (Figure N° 17). 

5 Exemple 23 : Construction du piasmide pAB098 (gene E2 du virus de 
I'encephalite venezuelienne) 

Une reaction de RT-PCR selon I'exemple 6 a ete realisee avec I'ARN genomique 
du virus de I'encephalite venezuelienne (VEV) (Souche P676 (Type IC)) (R. 
Kinney et aL Virology. 1992. 191, 569-580), prepare selon I'exempie 4, et 
tO avec les oligonucleotides suivants: 
A8184 (35 mer) (SEQ ID N 6 31) 

5'ACGCGTCGACATGTCCACCGAGGAGCTGTTTAAGG 3' 
AB185 (44 mer) (SEQ ID N° 32) 

5'CGCGGATCCTCAATAAAAATCAGGCCCGGGCAGTGCGGGCGCAG 3' 
5 pour isoler le gene codant pour la glycoproteine E2 du virus VEV sous la forme 
d'un fragment Sall-BamHI. Apres purification, le produit de RT-PCR de 1 304 pb 
a 4t6 digere par Sa/1 et BamH\ pour isoler un fragment Sall-BamHI de 1 291 pb. 
Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVRI 01 2 (exemple 7), prealabiement 
digere avec Sa/1 et BamH\, pour donner le plasmide pAB098 (61 59 pb) (Figure 
0 N° 18). 



Exemple 24 : Construction du plasmide pAB097 (gene C du virus de 
I'encephalite venezuelienne) 

Une reaction de RT-PCR selon I'exemple 6 a ete realisee avec I'ARN genomique 
du virus de I'encephalite venezuelienne (VEV) (Souche P676 (Type IC)) (R. 
Kinney et a/. Virology. 1992. 191. 569-580), prepae selon I'exemple 4, et avec 
les oligonucleotides suivants: 
AB182 (30 mer) (SEQ ID N° 33) 
5'AAACTGCAGATGTTCCCGTTCCAGCCAATG 3' 
AB183 (45 mer) (SEQ ID N° 34) 

5'CGCGGATCCTCAATAAAAATCACCATTGCTCGCAGTTCTCCGGAG 3' 
pour isoler le gdne codant pour la proteine de capside C<Ju virus VEV sous la 
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forme d'un fragment Pstl-BamHI. Apres purification, le produit de RT-PCR de 
856 pb a ete digere par Pst\ et BamHl pour isoler un fragment Pstl-BamHI de 
839 pb. Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 7), 
prealablement digere avec Pst\ et BamHl pour donner le piasmide pAB097 
5 (5698 pb) (Figure N° i9). 

Exemple 25 : Construction du piasmide pAB041 (gene G du virus de la rage) 
Une reaction RT-PCR selon I'exemple 6 a ete realist avec I'ARN genomique du 
virus de la rage (Souche ERA) (A. Anilionis et aL Nature. 1981. 294. 275-278), 
0 prepare selon I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB01 1 (33 mer) (SEQ ID N° 35) 

5'AAAACTGCAGAGATGGTTCCTCAGGCTCTCCTG 3' 
AB012 (34 merMSEQ ID N° 36) 
> 5'CGCGGATCCTCACAGTCTGGTCTCACCCCCACTC 3' 

5 pour amplifier un fragment de 1 589 pb contenant le gene codant pour la 
proteine G du virus de la rage. Apres purification, le produit de RT-PCR a ete 
digere par Pst\ et BamH\ pour donner un fragment Pstl-BamHI de 1 578 pb. 
Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVRI 01 2 (exemple 7), prealablement 
digere avec Pst\ et BamH\, pour donner le piasmide pAB041 (6437 pb) (Figure 

0 N° 20). 

Exemple 26 : Preparation et purification des plasmides 

Pour la preparation des plasmides destines a la vaccination des animaux, on 
peut utiliser toute technique permettant d'obtenir une suspension de plasmides 
purifies majoritairement sous forme superenrouiee. Ces techniques sont bien 
connues de I'homme de I'art. On peut citer en particulier la technique de lyse 
afcaline suivie de deux uitracentrifugations successives sur gradient de chlorure 
de cesium en presence de bromure d'ethidium telle que decrite dans J. 
Sambrook et aL {Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2 nd Edition. Cold 
Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). On peut se 
referer egalement aux demandes de brevet PCT WO 95/21250 et PCT WO 
96/02658 qui decrivent des methodes pour produire k 1'e.chelle industrielle des 
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plasmides utiiisables pour la vaccination. Pour !es besoins de la fabrication des 
vaccins (voir exemple 1 7), les plasmides purifies sont resuspendus de maniere 
a obtenir des solutions a haute concentration ( > 2 mg/mi) compatibles avec 
le stockage. Pour ce faire, les plasmides sont resuspendus soit en eau ultrapure, 
b soit en tampon TE (Tris-HC! 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0). 

Exemple 27 : Fabrication des vaccins associes 

Les divers plasmides necessaires a la fabrication d'un vaccin associe sont 
melanges a partir de leurs solutions concentres (exemple 16). Les melanges 
10 sont realises de telle maniere que la concentration finale de chaque plasmide 
corresponde a la dose efficace de chaque plasmide. Les solutions utiiisables 
pour ajuster la concentration finale du vaccin peuvent etre soit une solution 
NACI a 0,9 % , soit du tampon PBS. 

Des formulations particulieres telles que les liposomes, les lipides cationiques, 
15 peuvent aussi etre mises en oeuvre pour la fabrication des vaccins. 

Exemple 28 : Vaccination des chevaux 

Les chevaux sont vaccines avec des doses de 100 //g, 250 pg ou 500 pg par 
plasmide. 

20 Les injections peuvent etre realises a ('aiguille par voie intramusculaire dans les 
muscles du cou. Dans ce cas, les doses vaccinaies sont administrees sous un 
volume de 2 ml. 

Les injections peuvent etre realisees par voie intradermique en utilisant un 
appareii d'injection a jet liquide (sans aiguille) delivrant une dose de 0,2 ml en 

25 5 points (0,04 ml par point d'injection) (par exemple, appareii "PIGJET"). Dans 
ce cas, les doses vaccinaies sont administrees sous des volumes de 0,2 ou 0,4 
ml, ce qui correspond respectivement a une ou a deux administrations. Lorsque 
deux administrations successives sont pratiquees au moyen de I'appareil 
PiGJET, ces administrations sont realisees de maniere decatee, de facon a ce 

30 que les deux zones d'injection soient separees I'une de I'autre par une distance 
d'environ 1 a 2 centimetres. 
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^EVENDICATIONS 



.a 



1. Forma. *. v acc in centre des pathologies des equides et 
notamment des chevaux. comprenant au moins 3 valences 2 vaT 
polynucleotide co W chacune un pl ^~? *™ C £ 

r;; ere t l,e T imer in viv ° dans ies cen ^ s 

d une valence de pathogene equin, ces valences etant choices 
par™, celles du groupe consistent en virus de la rhinopneumonie 
equine EHV. virus de la grippe 6quine ^ ec ^ 

Plashes covenant, pour chaque valence, un ou plusieurs des 
genes choisis parmi le groupe constant en ga et gD pour le 
virus de la rhinopneumonie equine. HA. hp, n pour le virus de 
la grippe equine et un gene codant pour tout ou partie de 1 
sous -unite C de la toxine tetanique. 

2. Formule de vaccin selon la revendication -1 
caracterisee en ce que le vaccin comprend dans la valence 
rhmopneumonie equine, au moins un antigene de la souche EHV-1 
et au moins un antigene de la souche EHV-4. de preference le 
meme type d' antigene. 

3. Formule de vaccin selon la revendication 1 ou 2 
caracterisee en ce qu'elle comprend les genes gB et g D du virus 
ae ia rhmopneumoniae Equine. 

4. Formule selon la revendication 1. caracterisee en ce 
qu elle comprend le gene codant pour 1 'hemagglutinin HA ou 
1 associate des genes codant pour HA et NP du virus de la 
grippe Genuine. 

rev.J : J 0 ™" 16 ^ VaCCin SSl0n X<Une ^elconque des 
revendication* 1 a 4. caracterisee en ce quelle comporte une 
ou plusieurs autres valences d'autres pathogenes des equins. 
choisis parmi l e groupe consistent en virus de 1 • encephalite de 
Est EEV. de l'encephalite de 1'Ouest WEV et de 1 • encephalite 
venezuelienne VEV. de preference les trois simultanemenc. 
valence de la maladie de Lyme, virus de 1'arterite equine et 
virus de la rage, les plasmides comprenant. pour chaque 
valence, un ou plusieurs des genes choisis parmi les genes des 
ancigenes C et E2 des encephalites . OspA. OspB et plOO de la 
maladie de Lyme. E, M et n de 1'arterite equine et le gene G 
pour la rage. 
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6. Formule de vaccin selon la revendication 5 
caracterxsee en ce qu'elle comprend le gene E2 ou les genes c 
ec E2 de l'encephalite. C 

7. Formule de vaccin selon la revendicacion 5 
caxracterisee en ce qu'elle comprend le gene OspA du virus de la 
maladie de Lyme. 

8 Formule de vaccin selon 1'une quelconque des 
reVendlCatl0nS 1 k 7 ' ""cterisee en ce qu'elle comprend de 10 
ng a 1 mg, de preference de 100 ng a 500 ug, P i us 
preferentiellement encore de lug a 250 ug de chaque plasmide 

9. Utilisation d'un ou plusieurs plasmides eels que 
decrxts dans l'une quelconque des revendicacions 1 a 9. pour l a 
fabrication d'un vaccin destine a vacciner les equides primo- 
vacexnes au moyen d'un premier vaccin choisi dans le groupe 
consxstant en vaccin entier vivant. vaccin entier inactive 
vaccin de sous-unite, vaccin recombinant, ce premier vaccin 
presentant le ou les antigene <s> code(s) par le ou les 
Plasnude(s) ou antigene <s) assurant une protection croisee 

10. Kit de vaccination des equides regroupant une formule 
de vaccin selon l'une quelconque des revendications 1 a 8 et un 
vaccxn choisi dans le groupe consistant en vaccin entier 
vxvant. vaccin entier inactive, vaccin de sous-unite, vaccin 
recombinant, ce premier vaccin presentant 1' antigene code par 
le vaccin polynucleotidique ou un antigene assurant une 
protection croisee, pour une administration de ce dernier en 
prxmo-vaccination et pour un rappel avec la formule de vaccin. 

11.- Formule de vaccin selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 8, accompagnee d'une notice indiquant que 
cette formule est utilisable en rappel d'un premier vaccin 
equxn choisi dans le groupe consistant en vaccin entier vivant 
vaccxn entier inactive, vaccin de sous-unite, vaccin 
recombinant, ce premier vaccin presentant l'antigene code par 
le vaccin polynucleotidique ou un antigene assurant une 
protection croisee. 
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